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ADENOVIRUS DEPOURVUS DE PARTICULES CONTAMINANTES VIABLES. 
PREPARATION ET UTILISATIONS 

La presente invention concerne de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en therapie genique. Elle concerne egalement les compositions 
5 pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulierement, la presente 
invention concerne des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la therapie 
genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information genetique 

10 dans la cellule ou 1'organe affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 
in vitro dans une cellule extraite de 1'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduce 
dans l'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 

15 (1967) 891), d'ADN et de proteines nucleates (Kaneda et al., Science 243 (1989) 
375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de 
liposomes (Fraley et al.; J.Biol.Chem 255 (1980) 10431), etc Plus recemment, 
l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 

20 differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 
cellulaires. En paniculier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presentent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, ils ont un spectre d'hote assez 

25 large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, ne s'integrent pas au genome de 
la cellule infectee, et n'ont pas ete associes a ce jour a des pathologies importantes 
chez l'homme. Les adenovirus ont ainsi ete utilises pour transferer des genes d'interet 
dans le muscle (Ragot et al., Nature 361 (1993) 647), le foie (Jaffe et al., Nature 
genetics 1 (1992) 372), le systeme nerveux (Akli et al.. Nature genetics 3 (1993) 224), 

30 etc. 

Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire d'une taille de 36 kb 
environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee repetee (ITR) a 
chaque extremite, une sequence d'encapsidation (Psi), des genes precoces et des genes 
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tardifs (Cf figure 1). Les principaux genes precoces sont contenus dans les regions El, 
E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region El (El a et Elb 
notamment) sont necessaires a la replication virate Les regions E4 et L5 par exemple 
sont elles impliquees dans la propagation virale. Les principaux genes tardifs sont 
5 contenus dans les regions LI a L5. Les genome de I'adenovirus Ad5 a ete entierement 
sequence et est accessible sur base de donnees (voir notamment Genebank M73260). 
De meme des parties, voire la totalite du genome d'adenovirus de serotypes different* 
(Ad2, Ad7, Adl2, etc) ont egalement ete sequencees. 

Compte tenu des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 
10 ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs 
derives des adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal, OTC, a- 
1 AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, I'adenovirus a ete modifie de 
maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 
constructions decrites dans 1'art anterieur sont des adenovirus deletes des regions El 
15 (E I a et/ou E 1 b) et eventuellement E3 au niveau desquelles sont inserees les sequences 
d'ADN heterologue (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al.. 
Gene 50 (1986) 161). D'autres constructions comportent une deletion au niveau de la 
region El et d'une partie non essentielle de la region E4 (W094/12649). Neanmoins, 
les vecteurs decrits dans 1'art anterieur presentent certains inconvenients qui limitent 
20 leur exploitation en therapie genique. En paniculier, les lots de virus recombinants du 
type de ceux decrits dans 1'art anterieur peuvent etre contamines par des particules 
replicatives, notamment de type sauvage. 

Actuellement, les vecteurs derives des adenovirus sont en effet produits dans 
une lignee de complementation (lignee 293) dans laquelle une partie du genome de 

25 I'adenovirus a ete integree. Plus precisement, la lignee 293 contient 1'extremite gauche 
(environ 11-12%) du genome de I'adenovirus serotype 5 (Ad5), comprenant 1'ITR 
gauche, la region d'encapsidation et la region E 1 , incluant E 1 a, E 1 b et une partie de la 
region codant pour la proteine pIX. Cette lignee est capable de trans-complementer 
des adenovirus recombinants defectifs pour la region El, c*est-a-dire depourvus de 

30 tout ou partie de la region El, necessaire a la replication. En effet, les adenovirus 
recombinants El - peuvent etre prepares dans les cellules 293 du fait de la bonne trans- 
complementation de la region El contenue dans cette lignee. Neanmoins, il existe des 
zones d'homologie entre la region de I'adenovirus integree dans le genome de la lignee 
et l'ADN du virus recombinant que Ton souhaite produire. De ce fait, au cours de la 
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production, differents evenements de recombinaison peuvent se produire, generant des 
particules virales replicatives, notamment des adenovirus de type E1+. Comme indique 
sur la figure 2, il peut s'agir d'un evenement simple de recombinaison suivi d'une 
cassure du chromosome (figure 2A), ou d'une double recombinaison (figure 2B). Ces 
5 deux types de modification conduisent a remplacer la partie gauche de I'ADN 
recombinant, depourvue d'une region El fonctionnelle, par la partie correspondante 
presente dans le genome de la cellule, qui porte une copie fonctionnelle de la region 
El. Par ailleurs, compte tenu des titres eleves de vecteur recombinant preduits par la 
lignee 293 (superieur a 10' 2 ), la probability que ces evenements de recombinaison 
10 aient lieu est elevee De fait, il a ete constate que de nombreux lots de vecteurs 
adenoviraux recombinants defectifs etaient contamines par des particules virales 
replicatives 

La contamination par des particules replicatives constitue un inconvenient 
important. En effet, la presence de telles particules dans des compositions 
15 therapeutiques induirait in vivo une propagation virale et une dissemination 
incontrolee, avec des risques de reaction inflammatoire, de recombinaison, etc. Les 
lots contamines ne peuvent done etre utilises en therapie humaine. 

La presente invention permet de remedier a ces inconvenients. La presente 
invention decrit en effet de nouvelles constructions permettant la production 

20 d'adenovirus recombinants defectifs depourvus de toute contamination par des 
particules replicatives. La presente invention decrit egalement une methode pour la 
production des ces adenovirus recombinants. Elle fournit ainsi de nouveaux vecteurs 
recombinants defectifs derives des adenovirus, particulierement appropries pour un 
usage en therapie genique, notamment pour le transfert et l'expression de genes in 

25 vivo 

La presente invention reside plus particulierement dans la construction 
d'adenovirus recombinants defectifs comprenant un genome d'adenovirus dont 
['organisation genetique est modifiee et dont la recombinaison eventuelle avec le 
genome de la lignee de production conduit a la generation de particules virales non- 
30 replicatives et/ou non-viables. La demanderesse a maintenant montre qu'il est possible 
de modifier 1'organisation genomique de l'adenovirus pour eviter la production de 
particules replicatives lors de la production des stocks. 
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Un premier objet de la presente invention concerne done un adenovirus 
recombinant comprenant un genome d'adenovirus (i) dont la region El est inactivee, 
(ii) dont I'organisation genomique est modifiee et (iii) dont la recombinaison eventuelle 
avec le genome de la lignee de production conduit a la generation de particules virales 
5 non-viables. 

Au sens de la presente invention, on entend par organisation genetique ou 
genomique Tagencement des differents genes ou regions fonctionnelles presents dans le 
genome de I'adenovirus sauvage. tel que represent* sur la figure 1 Une organisation 
genetique ou genomique modifiee correspond done a un genome dans lequel certains 
10 genes ou certaines regions ne sont pas a leur position d'origine. Ainsi, certains genes 
ou certaines regions peuvent etre deplacees du genome et inserees en un autre site. II 
est egaiement possible d'inserer en un site particulier un gene ou une region donnes, et 
de supprimer ou d'inactiver la region d'origine (par mutation, deletion, insertion, etc) 

Le terme particule virale non-viable designe au sens de I'invention un 
15 adenovirus incapable de repiiquer son ADN et/ou de se propager de facon autonome 
dans les cellules infectees. Une particule virale non-viable possede done un genome 
d'adenovirus depourvu au moins de sequences necessaires a sa replication et/ou sa 
propagation dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soil eliminees (en tout 
ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soil substitutes par d'autres sequences 
20 Les sequences necessaires a la replication et/ou la propagation sont par exemple la 
region El, la region E4 ou la region L5. Plus particulierement, s'agissant de la region 
E4, les genes importants sont les genes ORF 3 et ORF6. 

La demanderesse a plus particulierement montre qu'il est possible de deplacer 
une fonction essentielle a la replication ou a la propagation virale sans affecter les 

25 proprietes de I'adenovirus comme vecteur de therapie genique, a savoir son haut 
pouvoir d'infection des cellules, notamment humaines, et sa capacite a transferer 
efficacement une gene d'interet dans lesdites cellules. Ainsi, dans un mode prefere, la 
presente invention a pour objet des adenovirus recombinants dont une region 
essentielle a la replication et/ou a la propagation virale est presente dans une position 

30 genomique autre que sa position d'origine. Avantageusement, cette region se situe au 
niveau ou a proximite d'une autre region genomique rendue non fonctionnelle. 

Les vecteurs de I'invention sont particulierement avantageux puisqu'ils 
permettent Incorporation de genes d'interet de grande taille et qu'ils peuvent etre 
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produits a des titres eleves, sans production de particule virale replicative 
contaminante. 

Dans les vecteurs de l'inventioru la region E 1 ou tout autre region peut etre 
5 inactivee ou rendue non fonctionnelle par differentes techniques connues de l f homme 
du metier, et notamment par suppression, substitution, deletion, et/ou addition d'une 
ou plusieurs bases De teiles modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de 
I'ADN isole) ou in situ, par exemple, au moyen des techniques du genie genetique, ou 
encore par traitement au moyen d'agents mutagenes La ou lesdites modifications 

10 genetiques peuvent etre localisees dans une partie codante de la region, ou en dehors 
d'une region codante, et par exemple dans les regions responsables de I'expression 
et/ou de la regulation transcriptionelle desdits genes. L'inactivation peut done se 
manifester par la production de proteines inactives en raison de modifications 
stnicturales ou conformationelles, par 1'absence de production, par la production de 

15 proteines ayant une activite alteree, ou encore par la production de proteines naturelles 
a un niveau attenue ou selon un mode de regulation desire. 

Parmi les agents mutagenes utilisables pour l'inactivation, on peut citer par 
exemple les agents physiques tels que les rayonnements energetiques (rayons X, y, 
ultra violet, etc.), ou les agents chimiques capables de reagir avec differents 

20 groupements fonctionnels des bases de I'ADN, et par exemple les agents alkylants 
[ethylmethane sulfonate (EMS), N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, N- 
nitroquinoleine-l-oxyde (NQO)], les agents bialkylants, les agents intercalants, etc. 

Les modifications genetiques peuvent egaiement etre obtenues par disruption 
genique, par exemple selon le protocole initialement decrit par Rothstein [Meth. 

25 Enzymol. iOi (1983) 202]. Dans ce cas, tout ou partie de la sequence codante est 
preferentiellement perturbee pour permettre le remplacement, par recombinaison 
homologue, de la sequence genomique par une sequence non fonctionnelle ou 
mutante. 

Preferentiellement, dans les adenovirus de 1'invention, la region concernee est 
30 inactivee par mutation et/ou deletion d'une ou de plusieurs bases. Encore plus 
preferentiellement, elle est inactivee par deletion totale ou partielle. 

Plus particulierement, on entend par deletion toute suppression de tout ou 
partie du gene considere. II peut s'agir notamment de tout ou partie de la region 
codante dudit gene, et/ou de tout ou partie de la region promotrice de la transcription 
35 dudit gene. La suppression peut etre effectuee par digestion au moyen d'enzymes de 



PCT/FR95/01415 

WO 96/13596 



restriction appropriees, puis ligature, selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire, ainsi qu'illustre dans les exemples. 

De maniere particulierement preferee, l'inactivation des genes est realisee de 
telle sorte qu'elle n'affecte que le gene consider* et pas les autres genes viraux, 
5 notamment les genes voisins. Par ailleurs. certaines alterations telles que des mutations 
ponctuelles etant par nature capables d'etre corrigees ou attenuees par des mecanismes 
cellulaires, il est particulierement prefere que l'inactivation soit parfaitement stable 
segregationellement et/ou non-reversible. 

Dans le cas deactivation par deletion totale ou partielle, la region essentielle 
10 a la viabilite virale se situe preferentiellement au niveau ou a proximite du site de 
deletion. 11 est cependant possible d'utiliser d'autres sites d'insertion. comme par 
exemple des sites de restriction deja presents dans le genome sauvage A cet egard, on 
prefere neanmoins que I'insertion soit realisee au moins a proximite du site de deletion, 
c'est-a-dire en dehors du site de deletion, mais suffisamment pret pour qu'il ne puisse 
15 pas se produire d'evenements de recombinaison dans I'intervalle separant le site de 
deletion et le site d'insertion. De preference, la distance entre le site de deletion et le 
site d'insertion ne devrait pas exceder 50 pb. 

Dans un mode prefere de la presente invention, la region essentielle a la 
replication et/ou a la propagation virale est deplacee pour etre incluse au niveau de la 
20 region El inactivee et/ou de la region E3. 

Selon un mode particulierement avantageux. dans les adenovirus 
recombinants de la presente invention, la region El est inactivee par deletion d'un 
fragment Pvull-Bglll allant du nucleotide 454 au nucleotide 3328, sur la sequence de 
25 l'adenovirus Ad5. Cette sequence est accessible dans la litterature et egalement sur 
base de donnees (voir notamment Genebank n° M73260) Dans un autre mode de 
realisation prefere, la region El est inactivee par deletion d'un fragment HinfII-Sau3A 
allant du nucleotide 382 au nucleotide 3446. 

30 La region essentielle a la replication et/ou a la propagation virale selon la 

presente invention est avantageusement choisie parmi tout ou partie de la region E4 
et/ou de la region pIX-IVa2 et/ou de la region L5, etc. 



WO 96/13596 



PCI7FR95/01415 



Dans un mode tout particulierement prefere de ia presente invention, la region 
essentielle est constitute de tout ou une partie fonctionnelle de la region E4 et elle est 
inseree au niveau ou a proximite du site de deletion de El Selon ce mode de 
realisation, la region E4, essentielle a la propagation virale, est inseree dans un position 
5 autre que sa position d'origine, de sorte que cette region soit absente dans toute 
construction qui resulterait de la recombinaison avec le genome de la lignee de 
production (Cf figure 3) La presente invention a done egalement pour objet un 
adenovirus recombinant dont le genome est caracterise par la presence de regions El 
et E4 inactivees, et en ce que tout ou une partie fonctionnelle de la region E4 est 
10 inseree au niveau ou a proximite de la region El . 

Un tel vecteur adenoviral comprend preferentiellement deux ITR, une region 
d'encapsidation, une deletion dans la region El au niveau de laquelle est inseree tout 
ou une partie fonctionnelle de E4, et une region E4 d'origine inactivee. 

La region E4 est impliquee dans la regulation de Texpression des genes 
15 tardifs, dans la stabilite des ARN nucleates tardifs, dans I'extinction de Texpression des 
proteines de la cellule hote et dans 1'efficacite de la replication de I'ADN viral. Des 
mutants depourvus de E4 sont incapables de se propager. E4 constitue ainsi une 
region essentielle a la replication et/ou propagation virale. Cette region E4 est 
constitute de 7 phases ouvertes de lecture, designees ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, 
20 ORF3/4, ORF6 et ORF6/7 (figure 4) Parmi celles-ci, ORF3 et ORF6 sont les deux 
genes essentiels a la propagation virale. Chacun de ces genes est capable d'induire la 
propagation virale. En revanche, I'inactivation de la region E4 implique l'inactivation 
de ORF3 et ORF6 

Dans un mode particulier, dans les vecteurs de invention, la totalite de la 
25 region E4 est inseree au niveau ou a proximite du site de deletion El II peut s'agir en 
particulier d'un fragment Maell-MscI correspondant aux nucleotides 35835-32720. 

Dans un autre mode particulier, seule une partie fonctionnelle de E4, e'est-a- 
dire suffisante pour permettre la propagation virale, est inseree. Cette partie comprend 
au moins un gene ORF3 ou ORF6 fonctionnel. Preferentiellement, la partie 
30 fonctionnelle de E4 est constitute essentiellement de ORF3 ou ORF6. A titre 
d'exemple, ces phases codantes peuvent etre isolees de la region E4 sous forme de 
fragments PvuII-AluI et BglH-PvuII respectivement, correspondant aux nucleotides 
34801-34329 et 341 15-33126 respectivement. 
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Avantageusement, la region E4 ou la partie fonctionnelle de cette region 
comprend egalement un region promotrice de la transcription. II peut s'agir du 
promoteur de la region E4 ou de tout autre promoteur fonctionnel, tel que les 
promoteurs viraux (Ela, SV40, LTR-RSV, etc), eucaryotes ou mammifere. 
Preferentiellement, le promoteur utilise est le promoteur de la region E4 

Comme indique ci-avant, la partie fonctionnelle de E4 inseree au niveau de 
El ne correspond pas necessairement a la partie de E4 deletee dans la position 
d ongine Ainsi. la region initiale peut etre inactivee par mutation ponctuelle (sans 
deletion) et une region E4 fonctionnelle inseree au niveau de El. De meme, la region 
E4 initiale peut etre entierement deletee et seulement une partie fonctionnelle inseree 
au niveau de El 

L'inactivation de la region E4 implique au sens de Invention l'inactivation 
fonctionnelle au moins des regions ORF3 et ORF6. Ces regions d'origine peuvent etre 
inactivees par toute technique connue de l'homme du metier. En particulier, toutes les 
methodes donnees ci-avant peuvent etre appliquees a l'inactivation de ORF3 et ORF6 
ou toute region supplemental de E4. A titre d'exemple, la deletion de la region E4 du 
virus Ad2 dl808 ou des virus Ad5 dll004. Ad5 dll007, Ad5 dllOU ou Ad5 dU014 
peuvent etre utilisees dans le cadre de l'invention (Cf exemple 3 ). 

Ces adenovirus peuvent etre obtenus par exemple par co-transfection dans 
une lignee de production d'un premier plasmide portant la partie gauche du genome du 
virus que 1'on souhaite produire (possedant une deletion dans la region El au niveau 
ou a proximite de laquelle est inseree au moins une partie fonctionnelle de E4) et un 
fragment d'ADN genomique viral apportant la partie droite du genome du virus 
(possedant une region E4 inactivee). Apres recombinaison, les virus produits sont 
amplifies et isoles. Ces adenovirus peuvent aussi etre obtenus par permutation des 
extremites du genome, comprenant les ITR plus la region contigiie. A cet egard, 
l'invention a egalement pour objet un adenovirus recombinant caracterise en ce que 
son genome possede une region El inactivee et en ce que I'extremite gauche, 
comprenant 1'ITR et la region d'encapsidation, et I'extremite droite, comprenant 1'ITR 
et tout ou une partie fonctionnelle de la region E4, sont permutees. Plus 
particulierement. I'extremite gauche comprenant 1'ITR gauche et la region 
d'encapsidation est contenue dans les 382 premiers nucleotides du genome de 
('adenovirus Ad5 (par exemple jusqu'au site Hinfl). De meme, I'extremite droite 
comprenant 1'ITR droite et tout ou une partie fonctionnelle de la region E4, y compns 
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le promoteur de la region E4, est contenue dans les 3215 derniers nucleotides du 
genome de I'adenovirus Ad5 (par exemple a partir du site MscI en position 32720). 
Les techniques de I'homme du metier permettent de construire un virus recombinant 
selon I'invention dans lequel 1'ITR droite et tout ou partie de la region E4 sont 
5 maintenant situees a la gauche du virus, suivies de la region 3446-32720 du genome de 
I'adenovirus Ad5, puis de la sequence d'encapsidation et de 1'ITR gauche qui devient 
maintenant I'extremite droite du virus recombinant (Cf figure 5). Le genome de 
I'adenovirus recombinant ainsi obtenu est particulierement avantageux- puisque la 
region essentielle E4 deplacee a gauche est maintenue dans son environnement naturel 
10 et done dans des conditions d'activite optimales pour un cycle infectieux a haut titre. 
De plus, cette region precede maintenant la region dont la presence dans le genome de 
la lignee de production 293 etait a I'origine de l'apparition de particules viables. 

Dans un autre mode tout particulierement prefere de la presente invention, la 
region essentielle est constitute de la region codant pour les proteines pIX et IVa2 et 

15 elle est inseree au niveau de la region E3, eventuellement en remplacement de 
sequences deletees (Cf figure 6) Plus particulierement, la region codant pour les 
proteines pIX et I Va2 est comprise dans un fragment BglH-NruI correspondant aux 
nucleotides 3328 a 6316 sur la sequence de I'adenovirus Ad5 sauvage. Dans ce mode 
de realisation, la recombinaison eventuelle de I'adenovirus recombinant avec la region 

20 de 1'adenovirus integree dans la lignee de production ne genere que des particules 
virales non-viables car deletees des principaux genes tardifs essentiels a la viabilite 

Selon un mode de realisation particulier del'invention, deux regions 
essentielles du genome de I'edenovirus sont deplacees de leurs positions d'origine. 
Plus preferentiellement, ces regions essentielles sont representees par la region codant 
25 pour la proteine pIX et la region codant pour tout ou seulement une partie 
fonctionnelle de la region E4. Selon un mode prefere, elles seront deplacees au niveau 
de la region El, en remplacement de sequence deletees et en conservant ou non 
l'orientation de leur cadre de lecture 

A titre illustratif de ce type de construction on peut plus particulierement se 
30 rapporter a la construction representee en figure 8. Dans cette construction, la region 
codant pour la proteine pIX est deplacee dans la region El deletee, a droite de 1'ITR 
gauche devenu, extremite droite du virus recombinant. La region codant pour la 
proteine pIX y est en outre placee en lecture inverse. En ce qui concerne la region 
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essentielle de E4. elle y est representee par les genes ORF3-ORF6/7, sous controle du 
promoteur E4, et y est inseree egalement au niveau du site de deletion de El, entre la 
region codant pour la proteine plX et la region codant pour la proteine IVa2 dont la 
position n'a pas ete affectee; dans le cas de la construction specifique de la figure 8,les 
deux regions codant respectivement pour la proteine plX et la proteine IVa2 
possedent des sites de polyadenylation distincts. 

Une telle construction est oarticulierement avantageuse sur le plan de la 
fiabilite et innocu.te. En effet, toute recombinaison parasitaire entre 2 molecules virales 
de ce type, au niveau de la region E4 par exemple. conduira a un virus recombinant 
demuni de sa sequence d'encapsidation De meme. une recombinaison entre une telle 
molecule virale avec la region complementaire ddudit adenovirus, integree dans une 
lignee cellulaire de production, ne generera que des particules virales deletees de leurs 
principaux genes tardifs. essentiels a leur viabilite 

Comme indique precedemment. les adenovirus recombinants selon l'invention 
component avantageusement les sequences ITR et une region permettant 
I'encapsidation. 

Les sequences inversees repetees (ITR) constituent I'origine de replication des 
adenovirus. Elles sont localises aux extremites 3' et 5' du genome viral (Cf figure 1), 
20 d'ou elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire connues de I'homme du metier La sequence nucleotide des sequences 
ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decnte dans 
la litterature. ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 
Concemant l'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
25 region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est necessaire 
a I'encapsidation du genome viral. Cette region doit done etre presente pour permettre 
la preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon l'invention. La sequence 
d'encapsidation est localisee dans le genome des adenovirus sauvages, entre 1'ITR 
gauche et le gene El (Cf figure 1). Dans les adenovmis de l'invention, eile peut etre 
localisee a cote de 1'ITR gauche comme de 1'ITR droite (cf figure 5) Elle peut etre 
isolee ou synthetisee artificiellement par les techniques classiques de b.olog.e 
moleculaire. La sequence nucleotidiques de la sequence d'encapsidation des adenovirus 
humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi 
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que des adenovirus canins (notamment CAVI et CAV2). Concernant l'adenovirus Ad5 
par exemple, une sequence d'encapsidation fonctionnelle est comprise entre les 
nucleotides 194 et 358 du genome. 

5 Par ailleurs, les adenovirus selon l'invention peuvent posseder d'autres 

alterations au niveau de leur genome En particulier, d'autres region peuvent etre 
deletees pour augmenter la capacite du virus et reduire ces efFets secondaires lies a 
I'expression de genes viraux "Ainsi, tout ou partie de la region E3 notamment peut etre 
deletee. 

10 

Des adenovirus recombinants selon l'invention possedent des proprietes 
particulierement attractives pour une utilisation en therapie genique Ces vecteurs 
combinent en effet des proprietes d'mfection, de securite et de capacite de transfer! de 
genes tres elevees 

15 

Avantageusement, les adenovirus recombinants de l'invention component en 
outre une sequence d'acides nucleiques heterologue dont le transfert et/ou I'expression 
dans une cellule, un organe ou un organisme est recherche. 

En particulier, la sequence d'ADN heterologue peut comporter un ou 

20 plusieurs genes therapeutiques. Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre 
transferes sont tout gene dont la transcription et eventuellement la traduction dans la 
cellule cibie generent des produits ayant un effet therapeutique. 

II peut s'agir en particulier de genes codant pour des produits proteiques 
ayant un effet therapeutique. Le produit proteique ainsi code peut etre une proteine, 

25 un peptide, un acide amine, etc. Ce produit proteique peut etre homologue vis-a-vis de 
la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule 
cible lorsque celle-ci ne presente aucune pathologie) Dans ce cas, I'expression d'une 
proteine permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 
Texpression d'une proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, 

30 ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
un mutant d'une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, 
etc Le produit proteique peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
activite deficiente dans la cellule lui permettant de lutter contre une pathologie. 
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Parnii les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins. les hormones, les 
lymphokines interleukines, interferons. TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF. GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5, etc; 
les apolipoproteines : ApoAl, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystroptune ou 
une minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : P 53, 
RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour .des facteurs tmpliques 
dans la coagulation : Facteurs VII. VIII. IX, etc. les genes suicides Thymidine kinase, 
cytosine deaminase, etc, ou encore tout ou partie d'une immunoglobuline naturelle ou 
artificielle (Fab, ScFv, etc), etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, 
dont I'expression dans la cellule cible permet de controler ['expression de genes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple etre 
transcrites, dans la cellule cible. en ARN complementaires d'ARNm cellules et 
bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans le brevet EP 
140 308. 

Le gene therapeutique peut peut aussi etre un gene codant pour un peptide 
antigenique, capable de generer chez I'homme une reponse immunitaire. Dans ce mode 
particulier de mise en oeuvre. Invention permet done la realisation de vaccms 
permettant d'immuniser l'homme, notamment contre des microorgan.smes ou des 
virus II peut s'agir notamment de peptides antigeniques specifiques du v,rus d'epstein 
barr, du virus HIV, du virus de 1'hepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, 
ou encore specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Generalement, la sequence d'acides nucleiques heterologue comprend 
egalement une region promotrice de la transcription fonctionnelle dans la cellule 
infectee. ainsi qu'une region situee en 3' du gene d'interet, et qui spec.fie un signal de 
fin transcriptionnelle et un site de polyadenylation. L'ensemble de ces elements 
constitue la cassette d'expression. Concernant la region promotrice; .1 peut s'ag.r dune 
region promotnee naturellement responsable de I'expression du gene cons.dere lorsque 
celle-ci est susceptible de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'ag.r 
de regions d'origine differente (responsables de I'expression d'autres protemes, ou 
meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotnees de genes 
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eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus, y compris l'adenovirus utilise. A cet egard, 
on peut citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RS\\ etc. En 
5 outre, ces regions promotrices peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d'activation, de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique ou 
majoritaire. Par ailleurs, lorsque I'acide nucleique heterologue ne comporte pas de 
sequences promotrices, il peut etre insere dans le genome du virus defectif en aval 
d'une telle sequence 

10 Par ailleurs, la sequence d'acides nucleiques heterologue peut egalement 

comporter, en particulier en amont du gene therapeutique, une sequence signal 
dirigeant le produit therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule 
cible Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit 
therapeutique, mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence signal 

15 fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 

La cassette d'expression du gene therapeutique peut etre inseree en differents 
sites du genome de l'adenovirus recombinant selon l'invention Elle peut tout d'abord 
etre inseree au niveau de la deletion El. Dans ce cas, elle est localisee a cote (en 5* ou 
20 en 3') de la region ou de la partie fonctionnelle de E4. Elle peut egalement etre inseree 
au niveau de la region E3, en addition ou en substitution de sequences. Elle peut 
egalement etre localisee au niveau de la region E4 inactivee. 

Toujours dans un mode particulierement avantageux, les vecteurs de 
l'invention possedent en outre un gene E3 fonctionnel sous controle d'un promoteur 
25 heterologue. Plus preferentiellement, les vecteurs possedent une partie du gene E3 
permettant I'expression de la proteine gpl9K. Cette proteine permet en effet d'eviter 
que le vecteur adenovirus fasse Fobjet d'une reaction immunitaire qui (i) limiterait son 
action et (ii) pourrait avoir des effets secondares indesirables. 

Les adenovirus recombinants selon l'invention peuvent etre d'origines 
30 diverses. II existe en effet differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les 
proprietes varient quelque peu, mais qui presentent une organisation genetique 
comparable. De ce fait, les enseignements decrits dans la presente demande peuvent 
etre aisement reproduits par I'homme du metier pour tout type d'adenovirus ^ 
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Plus particulierement, les adenovirus de 1'invention peuvent etre d'origine 
humaine, animale, ou mixte (humaine et animate) 

Concernant les adenovirus d'origine humaine, on prefere utiliser ceux classes 
dans le groupe C. Plus preferentiellement, parmi les differents serotypes d'adenovirus 
5 humain, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

Comme indique plus haul, les adenovirus de Invention peuvent egalement 
etre d'origine animale. ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
io capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines. et qu'ils sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ils ont ete testes 
(Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont nullement trans-complementes par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui elimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
is presence d'un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d'une particule 
infectieuse. L'utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 
done particulierement avantageuse puisque les risques inherents a l'utilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore plus faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
20 invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mav 1 , Beard et al. , 
Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple SAV). 
Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires. on peut citer les serotypes I a 10 
accessibles a l'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432), 
Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828), J2-A 
25 (ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 
souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 
utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibies a l'ATCC (types 
1 a 8) sous les references ATCC VR-313. 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
30 5 28), l'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
l'adenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus referencee a l'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943. 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les differents adenovirus d'origine animale, on utilise 
35 dans le cadre de 1'invention des adenovirus ou des regions d'adenovirus d'origine 
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canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait Fobjet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des canes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans Tart anterieur (Spibey et al., J. Gen. 
5 Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119, WO 91/1 1525). 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares 
de differentes fa?ons. 

10 Une premiere methode consiste a transferer I'ADN du virus recombinant 

(defectif) prepare in vitro dans une lignee cellulaire competente, c'est-a-dire portant en 
trans toutes les fonctions necessaires a la complementation du virus defectif Ces 
fonctions sont preferentiellement integrees dans le genome de la cellule, ce qui reduit 
les risques de recombinaison, et confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. Dans 

15 le cas d'adenovirus dans lesquels seule la region El est deficiente, la lignee preferee est 
la lignee 293 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee cellulaire 
apppropriee l'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro et l'ADN d'un ou de 
plusieurs virus ou plasmide helper. Selon cette methode, il n'est pas necessaire de 
20 disposer d'une lignee cellulaire competente capable de complementer toutes les 
fonctions defectives de I'adenovirus recombinant. Une partie de ces fonctions est en 
effet complements par le ou les virus helper. Ce ou ces virus helper sont eux-memes 
defectifs. La preparation d'adenovirus recombinants defectifs de Invention selon cette 
methode est egalement illustree dans les exemples. 

25 A cet egard, la presente demande decrit egalement la construction de 

plasmides portant la partie gauche modifiee du genome de Tadenovirus Ad5 (plasmides 
de la serie pC01-E4 par exemple). Ces plasmides sont paniculierement utiles pour la 
construction d'adenovirus recombinants en tant que vecteurs de therapie genique. 
Ainsi, les plasmides pC01-E4 portent la region gauche du genome de I'adenovirus, 

30 depuis I'lTR gauche jusqu'au nucleotide 63 16, avec une deletion de la region comprise 
entre les nucleotides 382-3446, correspondant au locus El, au niveau de laquelle est 
inseree tout ou une partie fonctionnelle de E4. Les plasmides pCOl-E4 contiennent 
par ailleurs un multisite de clonage permettant I'incorporation d'une sequence d'acides 
nucleiques heterologue d'interet. Les plasmides pC01-E4 peuvent etre utilises pour 
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preparer I'adenovirus recombinant defectif par cotransfection avec un ADN, 
preferentiellement d'origme virale. correspondant a la partie droite du genome de 
I'adenovirus possedant une region E4 inactivee, dans une lignee cellula.re competente. 
En ce qui concerne ce dernier, il peut etre issu du genome d'un virus defecuf tel que 
5 Ad2 dl808 qui est delete de la region E4 (Weinberg et al.. I Virol. 57 (1986) 833), 
Ad5 dll004 Ad5 dll007, Ad5 dllOl 1 ou Ad5 dll014, etc (Cf exemples). A cet egard. 
1'invention concerne egalement un procede de preparation d'adenovirus recombinants 
depourvus de particules replicatives selon lequel on co-transfecte une lignee cellulaire 
competente avec 

10 - un premier ADN comprenant la partie gauche du genome dudit adenovirus, 

possedant une deletion dans la region El au niveau ou a proximite de laquelle est 

inseree au moins une partie fonctionnelle de la region E4. et 

- un second ADN comprenant au moins la partie droite du genome dudit 

adenovirus, possedant une region E4 inactivee, et une partie d'adenovirus commune 
15 avec le premier ADN, 

et on recupere les adenovirus produits par recombinaison homologue entre lesdits 

ADN 

Parmi les lignees cellulaires utilisables, on peut citer notamment la lignee de 
20 rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59). Cornrne 
indique precedemment. cette lignee contient notamment, integree dans son genome, la 
partie gauche du genome de I'adenovirus humain Ad5 (12 %). Avantageusement. dans 
le procede de 1'invention. le premier ADN est choisi parmi les plasmides de type pCOl- 
E4 

25 Par ailleurs, pour preparer un adenovirus recombinant comprenant un gene 

therapeutique, le premier ou le second ADN mis en oeuvre dans le procede de 
I'invention porte en outre une sequence d'ADN heterology d'interet 

Ensuite, les virus recombinants qui se sont multiplies sont recuperes, purifies 
et amplifies selon les techniques classiques de la virologie. 

30 Les plasmides pC01-E4 permettent ainsi la construction d'adenovirus 

recombinants portant une deletion dans la region El allant du nucleotide 382 au 
nucleotide 3446, au niveau de laquelle tout ou une partie fonct.onnelle de E4 est 
inseree, aisni eventuellement qu'un gene therapeutique. 

La presente invention concerne egalement toute composition pharmacsutique 
35 comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que deems 
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precedemment. Les compositions pharmaceutiques de I'invention peuvent etre 
formulees en vue d'une administration par voie topique, orale, parenteral, intranasals 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
5 pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
10 solutes injectables 

Les doses de virus utilisees pour 1'injection peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologie concerned du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon I'invention sont 

15 formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu, et de 
preference 10 6 a 10 10 pfu. Le terme pftj ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 1 5 jours, du nombre de plages de 
cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfti d'une solution virale 

20 sont bien documentees dans la litterature. 

Selon la sequence d'ADN heterologue inseree, les adenovirus de invention 
peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
incluant les maladies genetiques (dystrophic, fibrose cystique, etc), les maladies 
neurodegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees 
25 aux desordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SIDA, etc), etc 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 



Legende des figures 



WO 96/13596 



PCT/FR95/01415 



18 



10 



Figure 1 : Organisation genetique de I'adenovirus Ad5. La sequence complete de l'Ad5 
est disponible sur base de donnees et permet a I'homme du metier de selectionner ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
Figure 2 : Evenements de recombinaison entre I'adenovirus et la lignee 293 
Figure 3 : Representation d'un type de vecteurs de Invention, et de sa recombinaison 
avec la lignee 293. 

Figure 4 : Organisation de la region E4 

Figure 5 : Representation d'un adenovirus de l'invention aux extremites permutees 
E4+ designe une region E4 fonctionnelle; AE4 designe une region E4 non- 
fonctionnelle. m> designe une sequence d'encapsidation. La cassette d'expression du 
gene d'interet n'est pas representee mais peut etre inseree comme indisue dans le texte. 
Figure 6 : Representation d'un type de vecteurs de l'invention (pIX-IVa2) pIX+IVa2 
contient au moins une region !Va2 fonctionnelle AElApIX designe une deletion des 
sequences de I'adenovirus comprise entre la region ¥ et la fin de la region codant pour 
15 la proteine 140kD (position 5200) de la region E2. Cette deletion inclue egalement la 
region IVa2 et concerne la sequence presente dans le chromosome de la lignee 293 en 
aval de la region E&b 

Figure 7 : Carte de restriction du fragment Hindlll contenu dans le plasmide pCO 1 
Figure 8: Representation des plasmides d'expression pPY40 et pPY6 
Figure 9: Representation du plasmide pGYlO 
Figure 10: Representation du plasmide pC01-(ORF6+ORF7) 
Figure 1 1 : Representation des plasmides pPY78 et pPY77 
Figure 12: Representation des plasmides pPY15 et pJYl 
Figure 13 : Representation d'un type de virus selon Invention 
25 Figure 14: Representation des plasmides pXL2675 et pXL2757 

Figure 15: Representation des cartes de restriction des plasmides pPY66. pPY82 et 
pPY75 

Figures 16: (A): Representation schematique d'une recombinaison homologue entre le 
replicon HincP/Ad5 et le plasmide pPY66 et (B) 
30 Figure 17. Protocole pour generer le genome viral HincP/ Ad5 [delE4( Y +ITR)] via 
recombinaison homologue des deux replicons pPY82 et HincP/ Ad5[delE4- 
(SacB+SpecR)]. 

Figure 18: Representation de HincP/Ad5(ITRYdelEl(SacB+SpecR)delE4(Y+ITR)] et 
HincP/ Ad5[ITRYdelE 1 (ORF6 +ORF7)delE4(Y+ITR)] 
35 Figure 1 9: Cartes de restriction des plasmides pPY70, pP Y7 1 et pPY72 
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Figure 20: Cartes de restriction des plasmides pGY12, pGYI4 et pMC2 
Figure 21 : Cartes de restriction des plasmides pPY91 , pPY94 et pPY92 
Figure 22: Protocole de preparation de virus defectifs selon Tinvention. 

Techniques generates de bioloeie moleculaire 

5 Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 

extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 

10 I'ethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de I'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maruatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987] 

15 Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie Ml 3 sont 

d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories) Pour les ligatures, les 
fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille par electrophorese en gels 
d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un melange pheriol/chlorofontie, 
precipites a I'ethanol puis incubes en presence de I'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) 

20 selon les recommandations du fournisseur Le remplissage des extremites 5' 
proeminentes peut etre effectue par le fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I 
d'E. coli (Biolabs) selon les specifications du fournisseur La destruction des 
extremites 3' proeminentes est effectuee en presence de I'ADN Polymerase du phage 
T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du fabricant. La destruction des 

25 extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement menage par la nuclease S 1 
La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. L'amplification 
enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR [Polymerase-catalyzed 

30 Chain Reaction, Saiki R.K. et al , Science 230 (1985) 1350-1354; Mullis K B. et 
Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre effectuee en utilisant un 
"DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les specifications du fabricant. La 
verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 

35 utilisant le kit distribue par Amersham. 
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Fiemple I - Constructio n du plasmide pCO! (figure 7) 
A - Construction du plasmide pCE 

Le fragment EcoRI-Xbal correspondant a l'extremite gauche du genome de 
I'adenovirus Ad5 a d'abord ete clone entre les sites EcoRl et Xbal du vecteur plC19H. 
Ceci genere le plasmide pCA. Le plasmide pCA a ensuite ete coupe par Hinfl, ses 
extremintes 5' proeminentes ont ete remplies par le fragment de klenow de I'ADN 
polymerase 1 de E.coli. puis il a ete coupe par EcoRI. Le fragment ainsi genere du 
plasmide pCA qui contient l'extremite gauche du genome de I'adenovirus Ad5 a 
ensuite ete clone entre les sites EcoRI et Smal du vecteur pIC20H (Marsh et al.. Gene 
32 (1984) 481). Ceci genere le plasmide pCB. Le plasmide pCB a ensuite ete coupe 
par EcoRI, ses extremintes 5' proeminentes ont ete remplies par le fragment de klenow 
de l'ADN polymerase I de E.coli, puis il a ete coupe par BamHI. Le fragment ainsi 
genere du plasmide pCB qui contient l'extremite gauche du genome de I'adenovirus 
Ad5 a ensuite ete clone entre les sites Nrul et BglH du vecteur pIC20H. Ceci genere le 
plasmide pCE dont une caracteristique interessante est qu'il possede les 382 premieres 
paires de bases de I'adenovirus Ad5 suivies d'un multisite de clonage. 

B - Construction du plasmide pCD' 

Le fragment Sau3A (3346) - SstI (3645) et le fragment SstI (3645) - Narl 
(5519) du genome de I'adenovirus Ad5 ont tout d'abord ete ligatures et clones entre 
les sites Cla'l et BamHI du vecteur pIC20H, ce qui genere le plasmide pPY53. Le 
fragment Sall-TaqI du plasmide pPY53 prepare a partir d'un contexte dam-, contenant 
la partie du genome de I'adenovirus Ad5 comprise entre les sites Sau3A (3346) et TaqI 
(5207) a ensuite ete clone entre les sites Sail et Clal du vecteur pIC20H, ce qui genere 
le plasmide pCA'. Le fragment TaqI (5207) - Narl (5519) du genome de I'adenovirus 
Ad5 prepare a partir d'un contexte dam- et le fragment Sall-Taql du plasmide pCA' 
ont ensuite ete ligatures et clones entre les sites Sail et Narl du vecteur P 1C20H. Ceci 
genere le plasmide pCC. Le fragment Narl (5519) - Nrul (6316) du genome de 
I'adenovirus Ad5 prepare a partir d'un contexte dam- et le fragment Sall-Narl du 
plasmide pCC ont ensuite ete ligatures et clones entre les sites Sail et Nrul du vecteur 
pIC20R. Ceci genere le plasmide pCD'. 

C - Construction du plasmide pCOl 

Une digestion partielle par Xhol puis une digestion complete par Sail du 
plasmide pCD' genere un fragment de restriction qui contient la sequence de 
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l'adenovirus Ad5, du site Sau3A (3446) au site Nrul (6316) Ce fragment a ete clone 
dans le site Sail du plasmide pCE Ceci genere le plasmide pCOl (figure 7), qui 
contient la partie gauche de l'adenovirus AdS jusqu'au site Hinfl (382), un multisite de 
clonage et le fragment Sau3A (3446) - Nrul (63 16) de l'adenovirus AdS. 

5 Exemple 2 - Construction des plasmides de type dC01-E4 (figure 7) 

Cet exemple decrit la construction de plasmides de type pC01-E4, c'est-a- 
dire de plasmides obtenus par incorporation de tout ou une partie fonctionnelle de la 
region E4 d'un adenovirus dans le plasmide pCOl (exemple 1). 

10 2.1. Clonage de la region E4 dans son integralite 

2.11 Exprimee a partir du promoteur originel de la region E4 

- Le plasmide pPY2 correspond au clonage du fragment Avr2-Sall (environ 1.3 kb 
incluant le promoteur/LTR du virus MMTV) du plasmide pMSG (Pharmacia) entre les 
sites Xbal et Sail du plasmide pIC20H prepare a partir d'un contexte E. coli dam+. 

15 - Le plasmide pPY4 derive du plasmide pPY2 par deletion d'un fragment de 35 pb 
apres coupure par BamH 1 et Bgl2 puis religature. 

- Le plasmide pPY5 correspond au clonage du fragment Taql-BgI2 (position 35576- 
32490) incluant la region E4 de l'AdS entre les sites Clal et BamHl du plasmide 
pIC20H. Dans ce plasmide, la totalite de la region E4 de TAd5 est done maintenant 

20 bordee par des sites EcoRV et Sphl provenant du multisite de clonage. La digestion 
partielle du plasmide pPY5 par EcoRV puis une digestion par Sphl permet de purifier 
un fragment EcoRV-Sphl d'environ 3.1 kb incluant la totalite de la region E4 de 
I'AdS. 

- Le clonage de ce fragment EcoRV-Sphl entre les site Smal et Sphl du plasmide 
25 pPY4 genere le plasmide pPY6 (Figure 8). 

- Le plasmide pPY6* est identique au plasmide pPY6 a 1'exception du site Xbal qui a 
ete detruit apres coupure par remplissage a I'aide du fragment Klenow de la DNA 
polymerase d'E coli (Biolabs), puis religature. Le plasmide pPY6* contient done la 
totalite de la region E4 (du site Taql en position 35576 et jusqu'a la position 32490 

30 localisee approximativement 300 pb apres le site de polyadenylation) exprimee sous 
controle du promoteur LTR du virus RSV. 

Le plasmide pFG144 [F.L. Graham et aL EMBO J. (1989) 8 2077-2085] 
contient notamment un fragment Sau3A de 1162 pb incluant I'extremite droite du 
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genome de 1'AdS a partir de la position 34773 Ce fragment est alors clone dans le site 
BamHI du plasmide pIC20H ce qui genere le plasmide pGY9 dans lequel le fragment 
Sau3A est maintenant inclus dans un fragment BamHI-EcoRI de 1184 pb du fait de 
l'orientation du fragment relativement au vecteur Ce fragment est alors purifie par 

5 electrocution, coupe par Avrll, puis soumis a une hydrolyse partielle par l'enzyme 
Maell. Un des produits de restriction corresponds au fragment Maell (35835)-AvrII 
(35463) qui inclusele promoteur de la region E4 de l'Ad5 et jusqu'a la limite de I'lTR 
droite Ce fragment de 372 pb est alors purifie par electrocution et ligature en 
presence du fragment Avrll-Sall du plasmide pPY6* entre les sites Clal et Sail du 

io plasmide pCOI ce qui genere le plasmide pGY 1 0 (Figure 9) qui est du type pCOI-E4 
(Figure 7). 

7 1 2 Exprimee a partir d'un p mmmeur heteroloeue 

15 i) Expression a partir du LTR du virus MMTV 

Le plasmide pPY6 est la source d'un fragment Xhol-Sall d'environ 4.5 kb 
corresponds a la cassette depression LTR MMTV/E4. Le clonage de cette 
cassette au site Sail du plasmide pCOI genere le plasmide P C01-MMTV/E4 (2 
orientations possibles de la region E4 vis a vis de J'lTR et de la sequence qui est du 

20 typepC01-E4. 

ii) Expression a partir du promoteur pGRE5 

Le clonage du fragment Xbal (environ I kb) du plasmide pGRES. 1 inclus une cassette 
^expression composee d'un promoteur minimal hautement inductible aux 

25 glucocorticoides et d'un signal de polyadenylat.on [Mader and White Proc. Natl. Acad. 
Sci. (1993) 90 5603-5607], Le clonage de ce fragment entre les sites Xbal du 
plasmide pIC20H prepare a partir d'un contexte dam- genere le plasmide pPY21 dans 
lequel les 5 sites de liaison pour le recepteur aux glucocorticoides sont maintenant 
localises a proximite immediate du site Bgl2 provenant du multisite de clonage. Le 

30 plasmide pPY2l est la source d'un fragment Bgl2-EcoRl d'environ 0.8 kb 
correspondant au promoteur minimal hautement inductible aux glucocorticoides. Le 
clonage de ce fragment entre les sites Bgl2 et EcoRl du plasmide pIC20H genere le 
plasmide pPY26. 

Le plasmide pPY5 est la source d'un fragment EcoRV-Hind3 d'environ 0.65 kb 
35 qui inclus le fragment Taql-Hind3 des positions 35576 a 34930 sur le genome de 
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I'AdS. Le clonage de ce fragment entre les sites EcoRV et Hind3 du plasmide pIC20R 
genere le plasmide pPY24 dans lequel un site EcoRl est maintenant localise a 
proximite du site Taql (position 35576) Le clonage des fragments EcoRl-Hind3 
(0.65 kb) du plasmide pPY24 et du fragment Hind3-Sphl (environ 2.4 kb incluant 
5 I'ADN de I'AdS entre les positions 34930 et 32490) du plasmide pPY5, entre les sites 
EcoRl et Sphl du plasmide pIC20H genere le plasmide pPY37. Ce plasmide est la 
source d'un fragment EcoRl -Sphl d'environ 3 .1 kb qui comporte la totalite de la 
region E4 de I'AdS des positions J 5576 a 32490. Le clonage-de ce fragment entre-tes- 
sites EcoRl et Sphl du plasmide pPY26 genere le plasmide depression pPY40 
10 (Figure 8) dans lequel la region E4 est exprimee a partir du promoteur pGRE5. Dans 
ce plasmide le ler site donneur d'epissage de la region.E4 est conserve. La cassette 
d'expression pGRE5/E4 du plasmide pPY40 est disponible sous la forme d'un fragment 
Bgl2-Sall d'environ 3 9 kb dont le clonage entre les sites BamHl et Sail du plasmide 
pCOl genere ie plasmide pC01-pGRE5/E4 qui est du type pC01-E4 (Figure 7) 

15 

2.2. Clonage d*une sous-region E4 fonctionnelle. 

2.2. 1 . Exprimee a partir du promoteur orieinel de la region E4 

i) Sequence ORF6+ORF7 minimale 

20 Le plasmide pGY47' correspondant au clonage du fragment Bgl2-Sall (qui inclus la 
region E4 de I'AdS des positions 341 15 a 32490, soit la tctalite des phases de lecture 
ORF6 et ORF7 de la region E4) du plasmide pPY6 entre les sites correspondants du 
plasmide pIC20R Dans Ie plasmide pGY47\ la region ORF6+ORF7 de la region E4 
est maintenant incluse dans un fragment Clal-Sall d'environ 1.65 kb. 

25 Le fragment Mae2-Avr2 correspondant a la sequence de I'AdS des positions 

35835 a 35464 est purifie par electroelution apres hydrolyse partielle par Mae2 et 
hydrolyse totale par Avr2. Ce fragment est alors hydrolyse par Taql et le fragment 
Mae2-Taql (positions 35835 a 35576) est clone en presence du fragment Clal-Sall 
(1.65 kb) provenant du plasmide pGY47' entre les sites Clal et Sail du plasmide 

30 pCOl. Un des produits de la reaction correspond au plasmide pC01-(ORF6+ORF7) 
(Figure 10) qui est du type pC01-E4 

Dans une autre exemplification particulierement interessante, la sequence situee entre 
le codon stop de ORF7 et le site Bgl2 (jusqu'a la position 32490 ce qui inclus Ie site de 
polyadenylation de E4) est deletee et remplacee par un site de polyadenylation 
35 heterologue. Ainsi, le Fragment Xbal-Sall (environ 0.25 kb) correspondant au signal 
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de polyadenylation "tardif ' du virus SV40 est isole a partir du plasmide pGL3 et clone 
entre les sites correspondants du plasmide pIC20H prepare a partir d'un contexte 
dam+, ce qui genere le plasmide pPY76. Le clonage des fragments Kpnl-BssH2 
(positions 33598 a 33249 sur le genome de l'Ad5) et BssH2-Sau3A (positions 33249 a 
5 32891) entre les sites Kpnl et BamHl du plasmide pPY76 genere le plasmide pPY77 
(Figure 11) Ce plasmide est la source d'un fragment Kpnl-Sall (environ 0.7 kb 
incluant les sequences comprises entre les positions 33598 a 32891) dont le clonage 
entre les sites correspondants du plasmide pCGl-(ORF6+ORF7) genere le plasmide 
pPY78 (Figure 1 1) qui est du type pC01-E4. 

10 

ii) Sequence ORF6 uniquement 

Le clonage des fragments Kpnl-BssH2 (positions 33598 a 33249 sur le genome de 
l'Ad5) et BssH2-Pvu2 (positions 33249 a 33126) entre les sites Kpnl et Smal du 
plasmide pPY76 genere le plasmide pPY79. Ce plasmide est la source d'un fragment 
15 Kpnl-Sall (environ 0.5 kb incluant les sequences comprises entre les positions 33598 
a 33126) dont le clonage entre les sites correspondants du plasmide pCOl- 
(ORF6+ORF7) genere le plasmide pC01-(ORF6) qui est du type pC01-E4. 



iii) Sequence ORF3 uniquement 
20 Un plasmide du type pCO 1 -E4 dans lequel seule la phase de lecture ORF3 de la region 
E4 est presente peut egalement etre construit de facon analogue. En effet, il est connu 
que la seule expression de ORF3 est suffisante pour complementer des virus deletes 
pour la region E4. 

25 2 2.2. Exorimee a partir d 'un promoteur heteroloeue 



i) Expression a partir du LTR du virus MMTV 

Le fragment Bgl2-Xbal (environ 1.65 kb) du plasmide pPY6 inclus la sequence de 
I'AdS entre les positions 34115 et 32490 (ORF6+ORF7 de la region E4). Le clonage 

30 de ce fragment entre les sites Bgl2 et Xbal du plasmide pIC20H genere le plasmide 
pPY13. Ce plasmide comporte maintenant la sous-region E4 (ORF6+ORF7) de I'AdS 
dans un fragment Xhol-Sphl d'environ 1.65 kb. Le clonage de ce fragment entre les 
sites Sail et Sphl du plasmide pPY4 genere le plasmide pPY15 (Figure 12) qui 
comporte un fragment Xhol-Sall d'environ 3.1 kb et correspondant a une cassette 

35 d'expression de (ORF6+ORF7) de la region E4 de l'Ad5 sous controle du promoteur 
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LTR du virus MMTV Le clonage de ce fragment au site Sail du piasmide pCOl 
genere le piasmide pC01-MMTV/(ORF6+ORF7) qui est du type pC01-E4 

ii) Expression a partir du promoteur pGRE5 
5 Le fragment Bgl2-Sall du piasmide pPY13 (environ 1.65 kb) inclus la sous-region E4 
(ORF6+ORF7) de l*Ad5. Le clonage de ce fragment entre les sites BamHl et Sail du 
piasmide pIC20H genere le piasmide pPY45 dans lequel la sous-region (ORF 6+ORF7) 
est maintenant incluse dans un fragment- EcoRl-Sphl d'environ 1.65 kb. Le clonage 
de ce fragment entre les sites EcoRl et Sphl du piasmide pPY26 genere le piasmide 
10 pJYl (Figure 12) qui inclus une cassette depression de la sous-region (ORF6+ORF7) 
exprimee a partir du promoteur pGRE5 sous la forme d'un fragment Bgl2-Sall 
d'environ 2 5 kb Le clonage de ce fragment BgI2-Sal 1 entre les sites BamHl et Sail 
du piasmide pCOl genere le piasmide pCOl-pGRE5/(ORF6+ORF7) qui est du type 
pC01-E4 (Figure 7) 

15 

Exemole 3 - Construction des adenovirus recombinant s derives des plasmides de 
tvoe DC01-E4 

Cet exemple decrit la construction d'adenovirus recombinants portant une 
deletion dans la region El allant du nucleotide 382 au nucleotide 3446, une region E4 
20 inactivee, et tout ou une partie fonctionnelle de E4 inseree dans la deletion El 

Les techniques de l'homme de l'art permettent de construire et de propager des 
adenovirus recombinants E1"E4 + dans la lignee 293 Les plasmides du type pCOI-E4 
peuvent etre par exemple cotransfectes dans les cellules 293 en presence d'un genome 

25 viral portant une modification/deletion dans la region E4 de sorte que cette region soit 
non fonctionnelle (mutation dans ORF3 et ORF6 au moins). De tels virus sont done 
non viables dans une lignee qui ne transcomplemente pas fonctionnellement la region 
E4. Par contre ces virus peuvent etre prealablement propages dans la lignee W162 
[Weinberg and Ketner Proc. Natl. Acad. Sci. (1983) 80: 5383-5386], ou dans une des 

30 lignees 293E4+ decrites dans le brevet FR. 94 04590 (18 04.1994). De tels virus 
incluent les virus Ad2dl808 [Challberg and Ketner Virology (1981) JJ4: 196-209], 
Ad5d!1004, Ad5dll007, ou Ad5dI1014 [Bridge and Ketner J. Virol. (1989) 63: 631- 
638], ou encore AdSdllOl 1 [Bridge et al. Virology (1993) 193: 794-801] etc Ainsi 
la cotransfection des plasmides de type pCOI-E4 linearises par Tenzyme XmnI et 
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I'ADN genomique viral des virus portant une reg.on E4 non fonctionnelle et restreint 
par l'enzyme Clal genere les virus correspondants apres recombinaison homologue 
entre les deux ADN dans la lignee 293. Ces virus se caracterisent done par la presence 
de 1'ITR gauche et d'une sequence d'encapsidation fonctionnelle (sequence 
nucleotide 1-382 par exemple), suivie d'une region E4 fonctionnelle (entiere ou au 
moins ORF3 ou ORF6) exprimee a partir d'un promoteur fonctionnel et par exemple le 
promoteur onginel de la region E4 [inclus dans le fragment Taql(35576)- 
MaeII(35835ft ou un promoteur inductible, suivie de la region situee en aval du site 
Sau3 A localise a la position 3446 du genome de I'AdS, et se poursuivant jusqu'a 1'ITR 
droite et done incluant la deletion de la fonction E4 presente dans le vtrus E4" de 
depart (Figure 13) Par exemple, des virus E1'E4 + caracterises par une deletion E4 a 
droite du genome provenant du virus AdSdIIOl I peuvent etre propages dans la lignee 
293 a des titres superieurs a 10 1 1 PFU/ml. 



15 ir^m pli. 4 . Intr ^nrtinn d e la serr™" ».> a droite riu genome viral 

4.1. Introduction d'une cassette (SacB+specR) dans la region E4 

4 11 Construction du p lasmide pPY66 
Le fragment Bcll-Avr2 (environ 0.5 kb) provenant du plasmide pFG144 correspond a 
I'extremite droite du genome de I'AdS a partir du site Avr2 en position 35464. Le 
clonage de ce fragment entre les sites Xbal et BamHl du plasmide pIC19H prepare a 
partir d'un contexte E. coli dam- genere le plasmide P PY23 Ce plasmide est la source 
d'un fragment Sall-Hae3 d'environ 320 pb incluant I'extremite droite du genome de 
rAdS jusqu'au site Hae3 a la portion 35617. Le clonage de ce fragment entre les sites 
25 Xho 1 et EcoRV du plasmide plC20H genere le plasmide pP Y29. 

Le fragment Bgl2-Smal correspondant au genome de PAd5 entre les positions 
32490 et 33093 est alors clone entre les sites BamHl et Smal du plasmide pPY29 ce 
qui genere le plasmide pPY64. Ce plasmide est la source d'un fragment Xbal-Hind3 
dont le clonage entre les sites correspondants du multi-site de clonage du plasnude 
PXL2675 (Figure 14) genere le plasmide pPY65. Le plasmide pXL2675 (25 13 pb) est 
un replicon de type ColEl (inclus dans le fragment BsAl- Pvu2 d'environ 1.15 kb et 
provenant du plasmide commercial pBKS+) possedant un gene conferant la res.stance 
a la kanamycine (provenant de Tn5. plasmide Pharmacia pUCKXXX) chez E. *ol, et 
un multisite de clonage synthetique. 
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Le plasmide pXL2757 (Figure 14) est la source d'un fragment Smal-EcoRV 
d'environ 4 kb contenant le gene sacB de B. subtilis et un gene conferant la resistance 
a la spectinomycine chez E. coli. La cassette (SacB+SpecR) de ce fragment donee 
dans le site Smal du plasmide pPY65 genere le plasmide pPY66 (Figure 15). 

5 

4. 1 .2 Construction du genome viral chez E. coli 
Le plasmide pPY66 est utilisable pour introduire la cassette (SacB+SpecR) par 
recombinaison homologue avec un genome viral derive de I'AdS et inclus dans un 
replicon fonctionnel chez E. coli polA. La technoiogie, decrite dans la demande de 

10 Brevet FR 95 016323, repose sur I'utilisation de certaines proprietes de la replication 
chez E. coli. En eflfet, les replicons de la classe d'incompatibilite HincP (et par 
exemple RK2) se repliquent en I'absence de Tenzyme codee par le gene polA. A 
I'inverse, les replicons de type ColEl (plasmides de type pUC, pIC, pBR ..) ont besoin 
de cette enzyme pour se repliquer. Sur la base de cette observation, le genome de 

15 I'AdS derive du plasmide pFG144 a d'abord ete clone sur le plasmide RK2 (de la classe 
HincP) puis introduit par electroporation dans une souche d'E. coli mutee dans le gene 
polA. Le fragment Xbal qui comporte le replicon ColEl (pBR) inclus a la place de la 
region E3 dans le plasmide pFG144 a alors ete delete du genome (demande de Brevet 
FR 95 016323). Ceci genere la souche d'E. coli appelee E. coli polA/Ad5. Un point 

20 important est que le genome adenoviral present dans cette souche est borde de sites 
Pacl de part et d'autre des ITR et que de tels genomes sont infectueux apres 
transfection dans les cellules 293 

L'introduction de la cassette (SacB+SpecR) par recombinaison homologue 
chez E. coli polA/Ad5 s'effectue de la faqon suivante: 

25 a) Le plasmide pPY66 est d'abord introduit par electroporation chez E. coli 

polA/Ad5. Une selection en presence de spectinomycine et de kanamycine est 
effectuee. Les clones resistants correspondent alors a la formation d'un cointegrat 
entre le replicon HincP/ Ad5 et le plasmide pPY66. Dans la quasi-totalite des cas, il y a 
eu insertion du plasmide pPY66 par un evenement de recombinaison homologue entre 

30 les deux types de replicons. Un clone correspondant au resultat d'une recombinaison 
au niveau de la region E4 entre les positions 32490 a 33093 (603 pb) est alors isole 
(Figure 16A). 

b) Ce clone bacterien possede une "repetition en sens direct" des sequences (A 
et B) de part et d'autre de la cassette (SacB+SpecR): 603 pb d'une part et 320 pb 
35 (extremite droite du genome) d'autre part. La presence de telles sequences est une 
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source d'instabilite et donne lieu a de rares evenements de recombinaison homologue 
de part et d'autre de la cassette (SacB+SpecR). Ces evenements de recombinaison 
homologues aboutissent a 1'ejection du replicon colEl et done a la perte du marqueur 
de resistance a la kanamycine Les evenement de recombinaison les plus nombreux 
5 ont lieu au niveau de la sequence de 603 pb et ne sont pas interessant car ils regenerent 
la situation de depart, c-a-d. un genome adenoviral ayant une region E4 non modifiee 
et ayant perdus leur caractere de resistance a la spectinomycine car ils ne possedent 
plus la cassette (SacB+SpecR) Ils sont done sensibles a cet antibiotique et sont-de 
plus capables de pousser en presence de sucrose comme source de carbone A 

10 l'inverse, un evenement de recombinaison homologue au niveau des 320 pb a 
I'extremite droite du genome (sequence B) aboutit a la perte de la region E4 
initialement presente, et a son remplacement par la cassette (SacB+SpecR) (Figure 
16A). Ceci genere des clones d'E. coli appele E coli poIA/Ad5[delE4(SacB+SpecR)]. 
De tels clones sont resistants a la spectinomycine et sont incapables de pousser en 

15 presence de sucrose comme unique source de carbone. Un clone d'E coli possedant 
un tel genome modifie a I'extremite droite est isole du fait de son phenotype 
"kanamycine sensible", spectinomycine resistant, et sensibilite au sucrose. 

4.2. Introduction de la sequence ¥ a droite du genome viral 

20 4.2. 1 Construction du plasmide pPY82 

Le fragment Sall-Smal provenant du plasmide pPY6* et correspondant au genome de 
I'AdS des positions 32490 a 33093 est d'abord clone entre les sites correspondants du 
plasmide pC07 ce qui genere le plasmide pPY81 Le plasmide pC07, obtenu apres 
restriction totale du plasmide pCOl par Pstl et religature, contient done I'extremite 

25 gauche de I'AdS jusqu'a la position 382, le multi-site de clonage du plasmide pCOl, 
suivi de la sequence de I'AdS des positions 3446 jusqu'au site Pstl localise a la position 
3788. Le plasmide pPY81 est la source d'un fragment H3-Xbal d'environ 1.4 kb dont 
le clonage entre les sites correspondants du plasmide pXL2675 genere le plasmide 
pPY82 dont une carte de restriction est donnee a la Figure 15 

30 4.2.2 Construction du genome viral chez E. coli 

L'introduction de la sequence ¥ a proximite immediate de 1'ITR droite se fait 
egalement par recombinaison homologue apres introduction du plasmide pPY82 par 
electroporation chez E. coli genere le genome viral HincP/Ad5[delE4( v t ; +ITR)] 
L'evenement de fusion des replicons est d'abord selectionnee en presence de 

35 kanamycine. Un clone correspondant a un evenement de recombinaison homologue 
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entre les sequences 32490 et 33093 communes aux deux replicons est alors isole 
(Figure 16B). L'evenement Rejection du replicon CoIEl (provenant du plasmide 
pXL2675) est alors amplifie en levant la selection a la kanamycine pendant un nombre 
suffisant de generations. Le glucose comme source de carbone est alors remplace par 
5 du sucrose et on isole ainsi les clones bacteriens pour lesquels l'evenement d'ejection 
du replicon CoIEl s'est effectue par recombinaison homologue au niveau de 1'ITR ce 
qui genere le genome viral HincP/Ad5[delE4(¥+ITR)] (Figure 16B). Un clone 
correspondant a cet evenement est alors isole: E. coli polA/Ad5[delE4( v P+[TR)]. 



10 Exemole S - Mise au point d'une construction utile pour obtenir un virus dont le 
genome presente une deletion de la sequence ¥ a gauche 

5.1. Introduction d'une cassette (SacB+SpecR) a gauche du genome viral 

15 Le fragment Hind3-EcoRV (environ 0.4 kb) du plasmide pCOl inclus I'extremite 
gauche du genome viral jusqu'a la position 382. Le clonage de ce fragment entre les 
sites correspondants du plasmide pXL2675 genere le plasmide pPY83. Le plasmide 
pCOlDSal est obtenu apres digestion du plasmide pCOl (prepare dans un cohtexte 
dam+) par I'enzyme Xbal, traitement par le fragment Klenow de l'ADN polymerase I 

20 d'E. coli, puis religature. Ce plasmide est la source d'un fragment BamHl -Nsil 
d'environ 1 kb qui inclus les sequences de l*Ad5 des positions 3446 a 4419 (site Nsil) 
Le clonage de ce fragment entre les sites BamHl et Pstl du plasmide pIC20R genere 
le plasmide pPY86 dans lequel les sequences comprises entre les positions 3446 a 
4419 sont maintenant incluses dans un fragment BamHl -BgI2. Le clonage de ce 

25 fragment au site BamHl du plasmide pPY83 genere le plasmide pPY87. Le fragment 
Smal-EcoRV correspondant a la cassette (SacB+SpecR) du plasmide pXL2757 est 
alors clone dans le site EcoRV du plasmide pPY87, ce qui genere le plasmide pPY88 
(Figure 1 7). Ce plasmide est utilise pour remplacer, selon une procedure analogue a la 
procedure decrite a la Figure 16A, la partie gauche du genome 

30 HincP/Ad5[delE4(T+ITR)] par la partie correspondante provenant du plasmide 
pPY88, ce qui genere le genome viral note 
HincP/Ad5[ITR4 / delEl(SacB+SpecR)delE4(T+ITR)] dont la structure est donnee a 
la Figure 18. 
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5.2. Deletion de la sequence ¥ et introduction d une region E4 
fonctionnelle . 

S 2 1 Construction du pl ^mide pGYSO' 



5 L'extremite droite du genome de l'adenovirus a ete amplifiee par PCR avec les 
oligonucleotides 

CGGCGGGAAITCIIAATTAACATCATCAATAATATACCTTATTTTGG-3' 

(SEQ ID N°2) (les sites EcoRl et Pad sont soulignes) et 5 1 - 
CACCACCIGCAGGGCAGCCATAACAGTCAGCCTTACC-3'(SEQ ID N°3) (le 
,0 site Pstl est souligne) en utilisant le plasmide pY23 comme substrat (ce plasmide 
cont.ent l'extremite droite du genome adenoviral jusqu'au site Avr2 local.se a la 
position 35464). ^amplification PCR genere done un fragment de 418 pb 
correspondant a l'extremite droite de I'AdS et dans lequel un site Pad pu.s un s.te 
EcoRl ont ete introduits immediatement en amont de 1'ITR, alors qu'un s.te Pstl se 
,5 trouve localise a proximite immediate de la position 35517 Le clonage de ce fragment 
entre les sites EcoRl et Pstl du plasmide pUC19 genere le plasmide pXL2624 (Cf. 
demande de Brevet FR.95 016323). 

Le fragment EcoRl-Taql du plasmide pXL2624 correspondant a 1'extrem.te 
droite du genome viral a partir du site Taql en position 35576 est clone entre les sues 
20 EcoRl et Clal du plasmide pGY47, ce qui genere le plasmide pPY89. Ce plasm.de 
est la source d'un fragment EcoRl-Sall d'environ 2 kb incluant l'extremite dro.te du 
genome viral jusqu'a la position 35576. puis la sous region E4 (ORF6+ORF7) des 
posit.ons 341 15 a a 32490. Le clonage des fragments EcoRl-Sall du plasmide pPY89 
et Sall-Nsil (incluant le genome de l'Ad5 des positions 3446 a 4419) du plasmide 
25 pCOl entre les sites EcoRl et Pstl du plasmide pXL2675 genere le plasm.de pGY50' 
(Figure 17). 

5 2 2 Construction du pl^ mide pPY90' 
Le fragment Kpnl-Sstl (environ 0.95 kb) du plasmide P PY78 correspond a la partie 

30 C-terminale de la region E4 comprise entre les positions 32891 a 33598, 
immediatement suivie du signal de polyadenylation "tardif du virus SV40. Le clonage 
de ce fragment entre les sites corresponds du plasmide pPY89 genere le plasmide 
pPY90 Ce plasmide est la source d'un fragment EcoRl-Sall d'environ 2 kb mcluant 
l'extremite droite du genome viral jusqu'a la position 35576, puis la sous reg.on E4 

35 (ORF6+ORF7) des positions 34115 a 32891. Le clonage des fragments EcoRl-Sall 
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du plasmide pPY90 et Sall-Nsil (incluant le genome de 1'AdS des positions 3446 a 
4419) du plasmide pCOl entre les sites EcoRI et Pstl du plasmide pXL2675 genere le 
plasmide pGY90' (Figure 1 7). 

5 5.2.3. Introduction d'une region E4 fonctionnelle a I'extremite gauche 

Les plasmide pGY50* ou pPY90' sont utilises pour remplacer, selon une procedure 
analogue a la procedure decrite a la Figure 16B, la partie gauche du genome 
HincP/Ad5[ITR v FdelEl(SacB+SpecR)[delE4(^+ITR)] par la partie correspondante 
provenant desdits plasmides. Par exemple, ('utilisation du plasmide pPY90' genere le 
10 genome viral note HincP/Ad5[ITRD l f ; delEl(ORF6+ORF7)[delE4( v F+ITR)] dont la 
structure est donnee a ia Figure 18 



Exemple 6 - Mise au point d'une construction utile pour obtenir un virus dont le 
genome presente de nouvelles deletions E4 a droite 
15 6.1. En I'absence de la sequence 4* 

6 1.1 Deletion Mae2-Hae3 (3281 1-35617) 

Le plasmide pPY32 est decrit dans la demande de brevet Fr. 94 04590 (18.04.94). Ce 
plasmide est la source d'un fragment Bgl2-Hind3 d'environ 0.65 kb correspondant a 

20 I'extremite droite du genome de PAd5 a partir du site Bgl2 (position 32490) et delete 
entre les sites Mae2 (position 3281 1) jusqu'au site Hae3 (position 35617). Le clonage 
de ce fragment entre les sites BamHl et Hind3 du plasmide pXL2675 genere le 
plasmide pPY70, dont une carte de restriction est donnee a la Figure 19. Ce plasmide 
est utilisable pour introduce la deletion E4 correspondante par recombinaison 

25 homologue, par exemple chez E. coli polA/Ad5[deIE4(SacB+SpecR)]. 

6.1.2. Deletion Taql-Avr2 (33055-35464) 

Le plasmide pGY12 corresponds au clonage du fragment BssH2-MscI (positions 
30 33249-32720) entre les sites BssH2 et EcoRV du plasmide commercial pSLH80 
(Figure 20). Le clonage des fragments EcoRI-Taql du plasmide pXL2624 (ce 
fragment corresponds a I'extremite droite du genome de I'AdS jusqu'au site Taq 1 en 
position 35576) et Taql-BssH2 (positions 35576 a 33249) entre les sites EcoRI et 
BssH2 du plasmide pGY12 genere le plasmide pGY13. Ce plasmide est done la 



PCI7FIW5/01415 

WO 96/135W 

32 



source d'un fragment EcoRl-Hpal (environ 3.25 kb) .ncluant I'extremite droite du 
genome de I'AdS jusqu'a la position 32720. Le clonage de ce fragment entre les sites 
EcoRl et Smal du plasmide pIC20H genere le plasmide pGY14 (Figure 20). Ce 
plasmide est la source d'un fragment EcoRl-BspHl correspondant I'extremite droite 
du genome de I'AdS jusqu'a la position 34700. Le clonage de ce fragment avec le 
fragment BspHl-Xbal du genome de I'AdS (positions 33750 a 30470) entre les sites 
Xbal et EcoRl du plasmide pIC20H prepare a partir d'un contexte dam+ genereJe 

plasmide pMC2 (Figure 20). 

Le fragment Sphl-Taql localise entre les positions 31224 a 33055 sur le genome 
de l'Ad5 est purifie a partir du plasmide pMC2 puis clone entre les sites Sphl et Clal 
du plasmide pIC20R ce qui genere le plasmide pYJ5 Apres transfer! dans un 
contexte E. coli dam-, ce plasmide est la source d'un fragment Bgl2-Xbal qui inclus la 
sequence du genome v,ral situe entre les positions 32490 a 33055 Ce fragment Bgl2- 
Xbal est alors clone avec le fragment Avr2-Xhol provenant du plasmide pMC2 et 
15 incluant I'extremite droite du genome viral a partir du site Avr2 localise a la position 
35464, entre les sites BamHl et Xhol du plasmide pXL2675, ce qui genere le 
plasmide pPY71, (Figure 19) Ce plasmide est utilisable pour introduire la deletion E4 
correspondante par recombinaison homologue, par exemple chez E coli 
P olA/Ad5[delE4(SacB+SpecR)] 



10 



20 



1 "i Deletion Smal -Smal ( 33093-35356) 



Le plasmide pMC2DSmal est obtenu apres digestion totale du plasmide pMC2 par 
Smal puis religature Ce plasmide est la source d'un fragment Bgl2-Hind3 d'environ 

25 1.2 kb incluant la totalite de I'extremite droite du genome de I'AdS a partir de la 
position 32490 et delete dans la region E4 entre les positions 33093 et 35356. Le 
clonage de ce fragment entre les sites BamHl et Hind3 du plasmide pXL2675 genere 
le plasmide pPY72 dont une carte de restriction est donnee a la Figure 19. Ce 
plasmide est utilisable pour introduire la deletion E4 correspondante par 

30 recombinaison homologue, par exemple chez E. coli P olA/Ad5[delE4(SacB + SpecR)). 



6.2. En presence de la sequence ¥ 

l nation Smal - Sm*l (33093-35356) 
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Le fragment BamHl-EcoRl du plasmide pGY9 (environ 12 kb) inclus l'extremite 
droite du genome de I'AdS a partir du site Sau3A en position 34773 Ce fragment de 
restriction est purifie par electrocution, coupe par Smal, puis soumis a une hydrolyse 
partielle par Penzyme Mae2. Un des produits de restriction corresponds au fragment 
5 Maell (35835)-SmaI (35356) Le clonage de ce fragment entre les sites Smal et Clal 
du plasmide pPY82 genere le plasmide pPY75 (Figure 15). Ce plasmide est utilisable 
pour introduire la deletion E4 correspondante par recombinaison homologue, par 
exemple chez E. coli polA/Ad5[deIE4(SacB+specR)(¥+ITR)]. 

10 6.2.2. Deletion Taol -Smal (33055-35356) 

Le fragment Taql du plasmide pPY82 qui inclus les positions 32490 (site Sail du 
multisite de clonage) a 33055 est clone dans le site Clal du plasmide pIC20H ce qui 
genere le plasmide pICTaq dans lequel le site Xhol du multisite est positionne a 
proximite immediate de la position 32490 Le plasmide pICTaq est la source d'un 

15 fragment Xhol-Smal incluant les positions 32490 a 33055 dont le clonage entre les 
sites Sail et Smal du plasmide pPY75 genere le plasmide pPY91 (Figure 21). 

6 .2.3. Deletion Hpa2-Smal (32980-35356) 
Le fragment Sall-Hpa2 du plasmide pPY82 qui inclus les positions 32490 a 32980 est 
20 clone entre les sites Sail et Clal du plasmide pIC20H ce qui genere le plasmide 
pPY93. Ce plasmide est la source d'un fragment Sall-EcoRV incluant les positions 
32490 a 32980 dont le clonage entre les sites Sail et Smal du plasmide pPY75 genere 
le plasmide pP Y94 (Figure 21). 

25 6.2.1. Deletion Sau3A-Smal (32891-35356) 

Le fragment Sau3A du plasmide pPY82 qui inclus les positions 32490 a 32891 est 
clone dans le site BamHl du plasmide pIC20H ce qui genere le plasmide pICSau dans 
lequel le site Sail du multisite est positionne a proximite immediate de la position 
32490. Le plasmide pICSau est la source d'un fragment Sail -Smal incluant les 

30 positions 32490 a 32891 dont le clonage entre les sites correspondants du plasmide 
pPY75 genere le plasmide pPY92 (Figure 21). 



Exemole 7 - Protocole de transfection des cellules 293 par les gen mes 
recombinants construits chez E. Coli selon les exemples 4 et 5. 
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La construction des plasmides decrits selon les exemples 4 et 5, ou de plasmides 
analogues qui par exemple sont caracterises par des deletions E4 differentes, ou par 
des regions E4 fonctionnelles modifiees. ou par exemple correspondant a Introduction 
d'une cassette d'expression d'un gene therapeutique donne ect.... sont utilises pour 
generer les genomes viraux recombinants par recombinaison homologue chez E. coh 
polA Apres verification par restriction, un clone bacterien est alors isole et son 
contenu plasmidique est extrait et purifie. L'ADN est alors soumis a une digestion 
totale par l'enzyme Pad et transfecte dans les cellules 293 Cet ADN est mfectueux 
(virus E1-E4+) et un effet cytopathique (CPE) apparait apres env,ron 2 semaines. Le 
CPE est alors progressivement amplifie dans les cellules 293 et un stock viral est 
prepare (cf. Demande de Brevet FR 016323). 



r -^ r .. « . rnnctrnHion do' "* r"r»r,r „n virm clont If ?enome presente un 

15 de placemen * A* la region pDC 

8. 1. Construction du plasmide pCOl-pIX 

II est utile de modifier l'orientation des sequences codant pour la pIX virale au sein du 
genome, de telle sorte qu'une recombinaison entre le genome cellulaire et les ADN 
viraux ne genere pas une particule replicative, mais un virus ne contenant que ses ITR, 
les regions El A et E1B et la sequence codant pour la pIX. Un tel virus est defectif et 
beaucoup plus petit que 1' Adenovirus recombinant, ce qui permet facilement de le 
separer par centrifugation sur chlorure de cesium lors de la preparation des stocks 



20 



25 



30 



viraux (Figure 22). 

Le plasmide P CR2-pIX a ete construit par clonage dans le plasm.de PCR2 
(Invitrogen) du produit d'amplification par PCR du plasmide pCOl avec les 
oligonucleotides 5'-GATATCTGAAGATACAGATTGAG-3'(SEQ ID N°4) et 5'- 
CGGC CGTT AAACCGC ATTGGG AG-3'( SEQ ID N°5). 

Le plasmide pIC-pIX-pA a ete construit par clonage du fragment EcoRV-Eagl 
de P CR2-pIX et du fragment Eagl-BamHl du plasmide pCI (Promega) contenant le 
poly A de SV40 dans le plasmide pIC20R digere par EcoRV et BamHl 

Le plasmide P CR2-IVa2 a ete construit par clonage dans le plasmide PCR2 
(Invitrogen) du produit d'amplification par PCR du plasmide pCOl avec les 
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oligonucleotides 5'-AAGCTTATTGCCATCATTATGGAC-3'(SEQ ID N°6) et 5'- 
ACTAGTTATTTAGGGGTTTTGCGC-3'(SEQ ID N°7) 

Le plasmide pIC-IVa2-pA a ete construit par clonage du fragment Hind3-Spel 
de pCR2-IVa2 et du fragment Xbal-Sphl du plasmide pCDNA3 (Invitrogen) 
5 contenant le signal de polyadenylation du gene de l'hormone de croissance bovine, 
dans le plasmide pIC20R digere par Hind3 et Sphl. Le fragment BstXl-Sall du 
plasmide pIC-IVa2-pA a ensuite ete clone entre les sites BstXl-Sall du plasmide 
pCOU cream ainsi le plasmide pC01-_pIX Le plasmide pCOl-pIX a ete construit 
par introduction de la cassette Clal de pIC-pIX-pA dans le site Clal de pC01-_pIX, 

10 de telle sorte que le gene codant pour la pIX soit oriente dans le meme sens que celui 
codant pour la IYa2, contrairement a son orientation dans le genome adenoviral. 

Le plasmide pCOl-pIX comient done les sequences ITR-T de I'AdS, une 
cassette d'expression de la pIX du virus (promoteur et gene de la pIX suivis du polyA 
de SV40) orientee dans le sens inverse de son orientation naturelle au sein de l*Ad5, 

15 suivis des sequences de la IVa2 dont le polyA a ete remplace par celui de l'hormone de 
croissance bovine 

8. 2. Construction du vims 
Le virus recombinant a ete construit "de fa?on classique" par cotransfection dans les 
cellules 293 du plasmide pCOl-pIX linearise par Xhol et par 1'ADN viral du virus 

20 AdRS VBGal digere par Cla I 
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LISTE DE SEQUENCES 



{1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 

(ii) TITRE DE L' INVENTION : ADENOVIRUS DEPOURVUS DE PARTICULES 
CONTAMI NANTES VIABLES, PREPARATION ET UTILISATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 7 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D V EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 22paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

40 AGATCCTCTA GCTAGAGTCG AC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

U) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
45 (A) LONGUEUR: 57 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

50 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 2: 



5 
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CGGCGGGAAT TCTTAATTAA CATCATCAAT AATATACCTT ATTTTGG 57 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: 37 nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi} DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 3: 



15 CACCACCTGC AGGGCAGCCA TAACAGTCAG CCTTACC 37 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii} TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GATATCTGAA GATACAGATT GAG 23 



30 
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45 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 23 paires de base; 
35 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CGGCCGTTAA ACCGCATTGG GAG 23 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(il CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



10 AAGCTTATTG CCATCATTAT GGAC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
15 (A) LONGUEUR: 24paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

20 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 



ACTAGTTATT TAGGGGTTTT GCGC 



25 
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REVINDICATIONS 

1. Adenovirus recombinant caracterise en ce qu'il comprend un genome 
5 d'adenovirus dont la region El est inactivee, dont Torganisation genomique est 

modifiee et dont la recombinaison eventuelle avec le genome de ia lignee de 
production conduit a la generation de particules virales non-viables. 

2. Adenovirus recombinant selon la revendication I caracterise en ce qu'au 
10 moins une region essentielle a sa replication et/ou a sa propagation est present e dans 

une position genomique autre que sa position d'origine. 

3. Adenovirus recombinant selon la revendication 2 caracterise en ce que la 
region essentielle se situe a proximite ou au niveau d'une autre region genomique non 

15 fonctionnelle. 

4. Adenovirus recombinant selon ia revendication 3 caracterise en ce que la 
region genomique non fonctionnelle est une region inactivee par mutation et/ou 
deletion d'une ou de plusieurs bases. 

20 

5. Adenovirus recombinant selon la revendication 3 ou 4 caracterise en ce que 
la region non fonctionnelle est inactivee par deletion partielle ou totale. 

6. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 2 a 5 caracterise en 
25 ce que la region non fonctionnelle est representee par la region El inactivee et/ou la 

region E3. 

7. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 6 caracterise en 
ce que la region El est inactivee par deletion d'un fragment PvuII-BglH allant du 

30 nucleotide 454 au nucleotide 3328 ou d'un fragment HinflI-Sau3A allant du nucleotide 
382 au nucleotide 3446. 

8. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 2 a 7 caracterise en 
ce que la region essentielle a la replication et/ou la viabilite virale est choisie parmi tout 
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ou partie de la region E4 et/ou de la region pIX-IVa2, et/ou de la region pIX et/ou de 
la region L5 

9. Adenovirus selon I'une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que son organisation genomique est telle que la region E4 est 
positionnee, en tout ou partie, au niveau ou a proximite du site de deletion de la region 
El 

10 Adenovirus recombinant selon la revendication 9 caracterise en ce que la 
region E4 est representee par le fragment Maell-Mscl correspondent aux nucleotides 

35835-32720. 

1 1 Adenovirus recombinant selon la revendication 9 caracterise en ce que la 
region E4 est representee par au moins la phase codante ORF3 

12. Adenovirus recombinant selon la revendication 7 ou 8 caracterise en ce 
que la region E4 est representee par au moins la phase codante ORF6. 

13 Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 7 caracterise 
20 en ce que son organisation genomique est telle que Tensemble de la region codant pour 
les proteines pIX'et IVa2 est positionnee au niveau de la region E3, eventuellement en 
remplacement de sequences deletees. 

14. Adenovirus recombinant selon la revendication 13 caracterise en ce que la 
25 region codant pour pIX-IVa2 est constitute d'un fragment BglH-NruI comprenant les 

nucleotides 3328 a 6316 sur la sequence de I'adenovirus Ad5. 

15. Adenovirus recombinant selon la revendication 1 caracterise en ce que la 
lignee de production est la lignee 293. 
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16 Adenovirus recombinant caracterise en ce que son genome possede des 
regions El et E4 inactivees et en ce que tout ou une partie fonctionnelle de la region 
E4 est presente au niveau ou a proximite de la region E 1 inactivee. 
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17 Adenovirus recombinant caracterise en ce que son organisation 
genomique est telle que I'ensemble de la region codant pour la proteine pIX et tout ou 
seulement une partie fonctionnelle de la region E4 sont deplacees de leur position 
d'origine. 

5 

18. Adenovirus selon la revendication 17 caracterisee en ce que les deux 
regions sont deplacees au niveau de la region El en remplacement de sequences 
deletees 

10 19. Adenovirus selon la revendication 17 ou 18 caracterise en ce que le cadre 

de lecture corrrespondant au domaine codant pour la proteine pIX y est place en 
lecture inversee. 

20. Adenovirus selon les revendications 17, 18, et 19 caracterise en ce que 
15 1'extremite gauche, comportant 1'ITR et la region d'encapsidation, et 1'extremite droite, 

comportant 1'ITR, sont permutees. 

21. Adenovirus recombinant caracterise en ce que son genome possede une 
region EI inactivee et en ce que I'extremite gauche, comportant 1'ITR et la region 

20 d'encapsidation, et I'extremite droite, comportant 1'ITR et tout ou une partie 
fonctionnelle de la region E4, sont permutees. 

22. Adenovirus recombinant selon les revendications 20 ou 21 caracterise en 
ce que I'extremite gauche est contenue dans les 382 premiers nucleotides du genome 

25 de I'AdS et rextremite droite est contenue dans les 3215 derniers nucleotides du 
genome de TAd5. 

23. Adenovirus recombinant caracterise en ce que son genome possede des 
regions El et L5 inactivees et en ce que tout ou une partie fonctionnelle de la region 

30 L5 est presente au niveau ou a proximite de la region El inactivee. 

24. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il comprend les ITR et une region d'encapsidation. 
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25. Adenovirus recombinant selon l'une des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il comporte une sequence d'acides nucleiques heterologue 

26. Adenovirus recombinant selon la revendication 25 caracterise en ce que la 
5 sequence d'acides nucleiques heterologue comprend un ou plusieurs genes 

therapeutiques. 

27. Adenovirus recombinant selon la revendication 25 ou 26 caracterise en ce 
que la sequence d'acides nucleiques heterologue est presente au niveau des region El. 
E3 ou E4. en supplement ou en remplacement de sequences deletees. 

28. Adenovirus selon l'une des revendication precedentes caracterise en ce 
que le genome d'adenovirus est d'origine humaine. animale. ou mixte. 

29. Adenovirus selon la revendication 28 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine humaine sont choisis parmi ceux classes dans le groupe C. de preference 

15 parmi les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) 

30. Adenovirus selon la revendication 28 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine animale sont choisis parmi les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
ovine, porcine, aviaire et simienne 

31. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 
20 recombinant defectif selon l'une des revendications 1 a30. 

32. Composition pharmaceutique selon la revendication 31 comprenant un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable 

33. Plasmides pC01-E4 comprenant la partie gauche du genome de 
I'adenovirus Ad5, depuis 1'ITR gauche jusqu'au nucleotide 63 16, avec une deletion de 

25 la region comprise entre les nucleotides 382-3446 correspondant au gene El. au 
niveau de laquelle est insere tout ou une partie fonctionnelle de E4. 

34. Procede de preparation d'adenovirus recombinants depourvus de 
particules replicatives caracterise en ce que Ton co-transfecte une lignee cellulaire 
competente avec 
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- un premier ADN comprenant la partie gauche du genome dudit adenovirus, 
possedant une deletion dans la region El au niveau ou a proximite de laquelle est 
inseree au moins une partie fonctionnelle de la region E4, et 

- un second ADN comprenant au moins la partie droite du genome dudit 
5 adenovirus, possedant une region E4 inactivee, et une partie commune a celle du 

premier ADN, 

et on recupere les adenovirus produits par recombinaison. 

35. Procede selon la revendication 34 caracterise en ce que la lignee cellulaire 
10 est la lignee 293. 

36. Procede selon la revendication 34 caracterise en ce que le premier ADN 
est choisi parmi les plasmides de type pC0l-E4. 

15 37. Procede selon Tune des revendications 34 a 36 caracterise en ce que le 

premier ou le second ADN porte en outre une sequence d'ADN heterologue d'interet 
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